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Zusammenfassung 
 
Seit mehr als 150 Jahren ist bekannt, dass Temperaturgradienten zu einer 
gerichteten Molekülbewegung führen. Jedoch ist deren Ursache in Flüssigkeiten 
bis heute umstritten. Ziel dieser Doktorarbeit ist es, einen Beitrag zum 
Verständnis der Wirkung von Temperaturgradienten auf Moleküle in 
Flüssigkeiten zu leisten und die gewonnenen Erkenntnisse in biotechnologische 
Anwendungen zu überführen. Die in dieser Arbeit entwickelte mikroskopische 
Theorie der Thermophorese basiert auf einem lokalen Gleichgewichtsansatz. 
Der durch einen Temperaturgradienten induzierte Massefluss beruht demnach 
auf einer Maximierung der Solvatationsentropie eines Moleküls. Die Theorie 
ermöglicht die Vorhersage der Thermophorese von sehr unterschiedlichen 
Molekülen wie sphärischen Polystyren-Partikeln und flexiblen DNA-Polymeren.  
Experimentell werden die Temperaturgradienten rein optisch durch Infrarot-
Laser-Strahlung erzeugt, und die thermophoretische Molekülbewegung wird 
fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen und quantifiziert. Dieser Ansatz 
ermöglichte es erstmals den Drift einzelner Molekülen in Temperaturgradienten 
zu beobachten. 
Es zeigte sich, dass selbst kleinste Moleküle mit einem Gewicht von nur wenigen 
Dalton mittels Temperaturverteilungen in Lösung beeinflusst werden können. Wie 
stark die erzeugte Konzentrationsänderung ist, hängt von molekularen 
Eigenschaften wie Ladung, Oberflächenchemie und Größe ab. Diese Sensitivität 
soll zukünftig den Nachweis von Interaktionen und Strukturänderungen von 
Biomolekülen durch Thermophorese ermöglichen. 
In dieser Arbeit wird außerdem eine Anwendung vorgestellt, die die Relaxation 
eines thermophoretisch aufgebauten Konzentrationsgradienten nutzt, um die 
Diffusions-Koeffizienten gelöster Partikel zu bestimmen. Dadurch wird es 
möglich, den hydrodynamischen Radius von Molekülen in Lösungen schnell und 
präzise zu bestimmen, ohne dass besondere Ansprüche an die Konzentration 
oder Reinheit der Probe gestellt werden.  
Weiterhin werden verschiedene Ansätze beschrieben, mit deren Hilfe Moleküle 
durch eine Kombination aus gerichteter Flüssigkeitsbewegung und 
thermophoretischer Drift stark angereichert werden können.  
Temperaturverteilungen lassen sich jedoch auch ohne eine induzierte 
Molekülbewegung verwenden, um Informationen über Biomoleküle zu gewinnen. 
Die optisch erzeugten Temperaturgradienten liegen fast instantan vor, während 
die thermophoretische Drift in einem längeren Zeitintervall stattfindet. Diese 
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Tatsache kann genutzt werden um schnelle biochemische Reaktionen wie das 
Schmelzen von Doppelhelices zu messen und kinetische und thermodynamische 
Parameter zu bestimmen. 
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Abstract 
 
The Soret effect in aqueous soutions is known for more than 150 years now, but 
the microscopic mechanism behind it remains elusive. The aim of this work is to 
contribute to the ongoing debate by deriving a general explanation for the 
directed motion of molecules in liquids induced by temperature gradients. Since 
systems with an inherent temperature gradient are clearly dissipative in nature no 
thermodynamic potentials are applicable. However, a nonequilibrium system can 
be devided in sub volumes for which thermodynamic variables are locally 
defined. The local equilibrium theory presented here directly connects the entropy 
of solvation to the drift of particles in a temperature field. In this sense particles 
drift to maximize the respective entropy of their interaction with the solvent. 
The experimental setup used throughout this work makes use of an infrared laser 
to heat aqueous solutions. The dissolved molecules are detected optically by 
fluorescence microscopy. This all optical setup made it possible to collect high 
quality data for a broad set of different molecules.  
It can be stated that it is possible to manipulate even very small molecules with 
optically induced temperature gradients. This sets the stage for new ways of 
molecule accumulation and characterisation. In the appendix of this work beside 
the publication on theory the first published examples for applications of 
thermophoresis in the field biological sciences are presented. 
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1 Einleitung 
 
Temperaturgradienten in Lösungen oder Gasen führen nicht nur zu einem 
Wärmefluss, sondern auch zu einem Molekülfluss, der Konzentrationsgradienten 
erzeugt. Die Kopplung von einem Materietransport an einen Wärmefluss ist auch 
unter dem Namen Thermophorese, Thermodiffusion oder Ludwig-Soret-Effekt 
bekannt. Bereits im Jahr 1856 publizierte Carl Ludwig unter dem Titel „Diffusion 
zwischen ungleich erwärmten Orten gleich zusammengesetzter Lösungen“ den 
ersten Aufsatz, der sich der Thermodiffusion widmete [Ludwig 1856]. Aus ersten 
systematischen Experimenten von Charles Soret wurden 20 Jahre später die bis 
heute verwendeten Arbeitsgleichungen abgeleitet [Soret 1879]. Obwohl die 
frühen Arbeiten die Thermophorese in Flüssigkeiten beschrieben, wurde die erste 
Theorie für Gase entwickelt, noch bevor Chapman im Jahre 1917 den 
experimentellen Nachweis erbrachte [Chapman 1917]. Die mikroskopische 
Ursache für dieses Phänomen in Flüssigkeiten blieb dagegen weiter unklar und 
wird bis heute stark debattiert. Viele Klärungsansätze beruhen dabei auf 
hydrodynamischen Kräften, die auf Grund eines temperaturbedingten 
Energiegradienten an der Oberfläche von gelösten Partikeln auftreten [Brenner 
2006, Dhont 2004, Parola 2004, Piazza 2002, Rauch 2002, Ruckenstein 1981, 
Schimpf 2000]. Allerdings ist auf diese Weise nicht gelungen eine Beschreibung 
zu finden, die in der Lage ist alle experimentellen Ergebnisse zu Thermophorese 
in Flüssigkeiten zu erklären. Da sich Systeme, in denen thermophoretische Drift 
stattfindet, nicht im Gleichgewicht befinden, wurden thermodynamische Ansätze 
bis auf wenige Ausnahmen nicht in die Betrachtungen mit einbezogen. Dieses 
kann auch damit begründet werden, dass die Entwicklungen in der klassischen 
Thermodynamik sich lange Zeit weitestgehend auf die Beschreibung von 
reversiblen Prozessen beschränkten. Systeme mit Temperaturgradienten sind 
per Definition dissipativ und daher nur eingeschränkt mit Methoden der 
Gleichgewichtsthermodynamik zu analysieren. Es zeigt sich jedoch, das viele 
Nicht-Gleichgewichtssysteme unter der Annahme, dass sich kleinste Teilvolumen 
im thermischen Gleichgewicht befinden, mit thermodynamischen Methoden 
beschreiben lassen [Astumian 2006, Prigogine 1999]. In der Vergangenheit 
zeigte sich, wie schwer es ist, eine einheitliche mikroskopische Theorie für den 
thermophoretischen Transport zu finden [Wiegand 2006]. In dieser Arbeit wurde 
mittels Fluoreszenzmessung, Mikrofluidik und lokalen Temperaturverteilungen 
auf der Mikrometerskala eine breite und verlässliche Datenbasis der 
Thermophorese in wässrigen Lösungen gebildet. Dieses hat es ermöglicht, eine 
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auf lokalem Gleichgewicht basierende mikroskopische Theorie der 
Thermophorese zu entwickeln, die generell das Verhalten von geladenen oder 
ungeladenen Molekülen in Flüssigkeiten beschreibt (Publikation III). Die 
Untersuchung von Thermophorese auf Basis eines solchen lokalen 
Gleichgewichtes kann auch zu Erkenntnissen über den Zusammenhang 
zwischen Gleichgewicht, lokalem Gleichgewicht und Nicht-Gleichgewicht führen. 
Auf Basis einer allgemein gültigen Theorie soll Thermophorese zur Manipulation 
und Charakterisierung von Biomolekülen eingesetzt werden. 
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2 Thermophorese im Fluoreszenzmikroskop 
 
Durch die Kombination von Fluoreszenzmikroskopie und optisch 
implementiertem Heizen durch Infrarot-Laser (IR-Laser) ist es möglich, den 
thermophoretischen Massentransport mit hoher Präzision auf 
Einzelmolekülebene zu analysieren.  
Aufgrund ihrer häufigen Anwendung in den Biowissenschaften sind 
Fluoreszenzmethoden etabliert und es steht eine breite Auswahl an 
Modellsystemen zur Verfügung. Diese reichen von sphärischen Polystyren-
Partikeln über vergleichsweise kleine fluoreszenzmarkierte DNA-Moleküle bis hin 
zu Nanokristallen. Gleichzeitig können Experimente bei geringer 
Probenkonzentration (1 nM – 1 µM) durchgeführt werden, wodurch 
intermolekulare Wechselwirkungen weitestgehend ausgeschlossen werden 
können. 
Die Fluoreszenzdetektion der Moleküle und die optische Manipulation durch 
einen Temperaturgradienten finden auf einer Längenskala von wenigen hundert 
Mikrometern statt. Dadurch kann der gesamte Messbereich mit hoher Auflösung 
auf eine CCD-Kamera abgebildet werden. Ursachen für Messartefakte wie z.B. 
Verunreinigungen können mit dieser Messanordnung sofort erkannt werden.  
Durch die Verwendung von dünnen mikrofluidischen Messkammern können 
Nebeneffekte der Temperaturverteilung wie die Konvektion effektiv unterdrückt 
werden, so dass die thermophoretisch etablierten Konzentrationsgradienten nicht 
beeinflusst werden. Zusätzlich erlauben die dünnen mikrofluidischen Strukturen 
eine zweidimensionale Beschreibung der Messkammer. Der im Folgenden 
vorgestellte Aufbau wird detailliert in Publikation I beschrieben. 
 
2.1 Optische Detektion 
An einem Standard Fluoreszenzmikroskop, dem AxioTech Vario (Zeiss AG, 
Jena), werden verschiedene Modifikationen vorgenommen. Als 
Beleuchtungsquelle wird eine Hochleistungs-LED (Light Emitting Diode, LXHL-
LX5C, Luxeon) mit einer zentralen Anregungswellenlänge von 500 nm 
verwendet, die in das Gehäuse einer Halogenlampe  eingebaut ist und mit einer 
Stromversorgung (ILX Lightwave LD-3565) bei 30-700 mA betrieben wird. Die 
LED hat bei 500 nm eine etwa 5x geringere Intensität als die verwendete 
Halogenlampe, ist dafür aber wesentlich rauschärmer. Insbesondere bei kurzen 
Belichtungszeiten ist die zeitlich stabile LED-Anregung von Vorteil. Die 
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Anregungs- und Emissionsfiltersätze für FITC und Cy-3 Fluoreszenz wurden von 
AHF Analysetechnik bezogen (F41-001 (HQ 480/40, Q 505 LP, HQ 535/50); F41-
007 (HQ 545/30, Q 570 LP, HQ 610/75)). 
 
Abbildung 1. Optischer Aufbau. Die Abbildung zeigt eine Skizze des 
fluoreszenzmikroskopischen Aufbaus. Die Fluoreszenz wird durch eine LED über 
ein Objektiv in der Messkammer angeregt. Die Abbildung der Fluoreszenz auf die 
CCD-Kamera erfolgt über dasselbe Objektiv, einen Strahlteiler (Dichroid), 
Filtersätze und ein Wärmeglas (IR-Filter). Von der Unterseite der Messkammer wird 
ein Infrarotlaser über zwei spannungsgesteuerte Spiegel mittels einer Linse in die 
Kammer fokussiert. 
 
 
Das Anregungslicht wird über einen Strahlteiler durch das verwendete Objektiv in 
die Kammer fokussiert. Die in dieser Arbeit verwendeten Objektive sind ein 40x 
Öl Immersions  (Fluor NA:1.3, Zeiss) und ein 32x Luft Objektiv (LD-A-Plan 
NA:0.4, Zeiss), die als gut korrigierter Kondensor dienen. Die langwelligere 
Fluoreszenz wird über das Objektiv auf eine CCD-Kamera abgebildet (Sensicam 
qe, PCO). Der CCD-Chip besitzt 1376x1040 Pixel mit einem variablen Binning 
von bis zu 16x8 Pixel. Ohne Binning wird bei Verwendung eines 40x Objektivs 
ein Bereich von ca. 160x160 nm auf einen Pixel abgebildet. Bei maximalem 
Binning können 48 Bilder pro Sekunde aufgenommen werden. So ist es möglich, 
selbst die Kinetik schneller Transportprozesse zu analysieren. Die spektrale 
Sensitivität liegt zwischen 260 nm und 1100 nm, wobei die maximale 
Quanteneffizienz von 60% bei 500 nm liegt. Typischerweise wird ein 
Probenbereich von 400x400µm abgebildet. 
Unterhalb der Messkammer ist eine IR-Laser-Scan Einheit eingebaut, über die 
ein Infrarot-Laser in die Kammer fokussiert werden kann. Zum Schutz der CCD-
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Kamera vor der infraroten Strahlung des Lasers wird ein Wärmeglas im 
Strahlengang eingebaut (Abbildung 1).  
 
 
2.2 Optisches Heizen 
Lokales und kontaktfreies Heizen wird durch die Fokussierung von IR-Laser-
Strahlung in eine wässrige Lösung realisiert. Wellenlängen im infraroten Bereich, 
also von mehr als etwa 1 µm, sind bei den verwendeten Leistungen nicht 
energiereich genug, um elektronische Übergänge in Molekülen zu erzeugen. Die 
Absorption dieser Strahlung hebt, abhängig von der Wellenlänge, Elektronen auf 
verschiedenste Schwingungsenergieniveaus. Das Dipolmoment ist dabei ein 
Maß für die Fähigkeit eines Moleküls, mit der elektromagnetischen Strahlung in 
Wechselwirkung zu treten. Zur Absorption von IR-Strahlung muss die zu 
induzierende Schwingung das Dipolmoment des Moleküls verändern. Dieses ist 
bei den meisten asymmetrischen Molekülen der Fall. Das H2O Molekül absorbiert 
auf Grund seiner strukturellen Asymmetrie sowie des starken Dipolmomentes 
( 6 ) sehr stark IR-Strahlung von mehr als 1000 nm Wellenlänge. Aus 
dem Lambert-Beer-Bouguer Gesetz 
mC /1. ⋅
)exp(/ 0 dII ⋅−= α  folgt, dass bei einem 
Absorptionskoeffizienten α  von 3400 m-1 bei 1480 nm die Intensität beim 
Durchgang durch Wasser innerhalb einer Strecke =350 µm auf 30% (1 ) 
abgefallen ist (Abbildung 2). Die Absorptionslänge ist für das Design der 
Messkammern von großer Bedeutung, da sie in den meisten Fällen ein oberes 
Limit für die Höhe der Kammern vorgibt. Kammern, die wesentlich dünner als die 
Absorbtionslänge sind garantieren, dass das Wasser entlang der 
Lasereinfallsrichtung homogen geheizt wird. 
d e/
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Abbildung 2. Wellenlängenabhängigkeit der Absorptionslänge in Wasser. Im 
infraroten Wellenlängenbereich steigt der Absorptionskoeffizient stark an. Die 
Absorptionslänge sinkt dadurch auf 350 µm bei 1480 nm (rot). Innerhalb dieser 
Länge werden etwa 70% der Laserleistung absorbiert. 
 
 
Als IR-Strahlungsquellen wurden Laser zweier unterschiedlicher 
Leistungsklassen verwendet.  
Für Messungen, in denen eine wässrige Lösung lokal auf etwa 20 K über 
Raumtemperatur aufgeheizt werden soll, wird ein 320 mW Dioden-Laser mit 
einer zentralen Wellenlänge von 1480 nm (FOL1405-RTV-317, CW, Furukawa) 
verwendet. Die Leistung und Kühlung des Lasers werden durch ein ILX-
Lightwave LDC-3744B Modul reguliert. Die Spannung wird mit einer digital-
analog Firewire basierten I/O-Karte (DAQPAD-6070E) kontrolliert werden. Für 
Temperaturerhöhungen über 20 K wird ein Raman-Faser-Laser (Raman Fibre 
Laser, cw, IPG Laser) bei 1450 nm verwendet. Dieser Dioden gepumpte 
Ytterbium Festkörperlaser emittiert zwischen 1050 nm und 1120 nm. Diese 
Strahlung wird durch einen Raman-Effekt zu längeren Wellenlängen verschoben. 
Aus beiden Lasern wird die Strahlung mittels einer single-mode Faser 
ausgekoppelt. Die bei einer Numerischen Apertur von 0.1 mit etwa 6° leicht 
divergent aus der Faser austretende Strahlung wird mittels eines Kollimators auf 
ein 1 mm breites Strahlprofil parallelisiert ( exp( %13)2 ≈− ). Die IR-Strahlung wird 
von der Unterseite, also gegenüber der Detektions/Illuminations Seite in die 
Messkammer eingekoppelt. Dieses ermöglicht eine von der Detektion 
unabhängige Wahl der optischen Komponenten für die Laserpositionierung und 
Laserfokussierung. Standardmäßig wird der Laser über eine Linse (C240TM-C, 
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Thorlabs) mit einer Numerischen Apertur von 0.5 und Brennweite von 8 mm in 
die Messkammer fokussiert. Da nur etwa 1/8 der gesamten Linse ausgeleuchtet 
wird, ergibt sich nach Df /0 λω ≈  ein minimaler Gausscher-Strahlradius von 0ω  
10 µm ( exp( ). Aus dem Rayleigh-Kriterium  ergibt sich eine 
Fokustiefe von 250 µm. Der Strahlradius nimmt innerhalb dieser Länge auf 
≈ )2− λπω /2 200 =z
02ω , also um etwa 4 µm zu. Experimentell lässt sich die Temperaturverteilung 
durch eine stärkere Ausleuchtung der Linse ebenso wie durch einen Verschub 
des Fokus mittels eines z-Translationselementes beeinflussen. 
σ
Zwei IR-Strahlung reflektierende spannungsgesteuerte Spiegel (Cambridge 
Technology 6200-XY Scanner, Driver 67120) erlauben die Mikrometer genaue 
Positionierung des Lasersfokus in der X/Y-Ebene der Messkammer. Der Winkel, 
mit dem die IR-Strahlung auf die Linse trifft, wird in eine laterale 
Positionsänderung des Fokus umgesetzt. 
 
 
2.3 Messkammern 
Um die Vorteile der rein optischen Thermophoresemessung nutzen zu können, 
ist die Messkammergeometrie von entscheidender Bedeutung. Die 
Absorptionslänge des IR-Lasers und die Unterdrückung der Konvektion sind 
dabei, neben der Fokustiefe, die entscheidenden Kriterien für die optimale 
Kammerhöhe in Lasereinfallsrichtung (z-Richtung). Diese sollte weit unterhalb 
der Absorptionslänge von 350 µm liegen, da nur so die Leistungsabnahme beim 
Durchlaufen der Probe vernachlässigbar ist. Gleichzeitig nimmt mit zunehmender 
Schichtdicke auch die Geschwindigkeit der Konvektion stark zu. Simulationen 
zeigen, dass die maximale Konvektionsgeschwindigkeit in 10 µm hohen 
Kammern bei Temperaturerhöhungen von 1-2 K unter 100 nm/s liegt (siehe 
Publikation I, Fig. 3). Auch der Zusammenhang zwischen Konzentration und 
gemittelter Fluoreszenzintensität ist nur als linear anzunehmen, wenn die 
Kammerhöhe wesentlich geringer ist als die Gaussche-Fokustiefe des Objektivs. 
Dieses liegt beispielsweise für das häufig verwendete 32x Luft Objektiv bei  = 
680 µm [Braun 2002].  
Beim Design der Mikrofluidik ist neben der Konvektion auch noch die 
Lösungsmittelverdunstung als Quelle für eine ungewollte Flüssigkeitsbewegung 
zu beachten. 
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2.3.1 Herstellung der Stempelstrukturen  
Ein Material, welches wegen seiner guten Handhabbarkeit häufig Anwendung zur 
Herstellung von mikrofluidischen Messkammern findet, ist das auf Silikon 
basierende Polymer Poly-(dimethylsiloxan) (PDMS, Sylgard 184, Dow Corning). 
Es ist im sichtbaren Spektralbereich und auch bei Wellenlängen im infraroten 
Bereich transparent. 
Um die Mikrofluidikkammern herzustellen, werden aus PDMS negative Abdrücke 
einer Stempelstruktur erstellt. Die Stempel werden im Reinraum aus SU-8 
Photolack (Epoxid Harz, Microchem Corp.) mittels eines sog. Spin-Coaters auf 
einen 4-Zoll einseitig polierten Silizium-Wafer aufgebracht. Die Höhe der Struktur 
wird durch die Viskosität des Photolacks (SU-8 2; SU-8 10) und die 
Rotationsgeschwindigkeit zwischen 5 und 20 µm variiert (Tabelle 1). Im ersten 
Schritt  des zweistufigen Spin-Coatings werden 3 ml des Photolacks zentral auf 
den rotierenden Wafer gegeben.  
 
Höhe  SU-8 V (ml) 1.Schritt  t(s) 2.Schritt t(s) 
 5 µm SU-8 2 3 ml 500 rpm 20 s  750 rpm 30 s 
10 µm SU-8 10 3 ml 1000 rpm 20 s 4000 rpm 30 s 
100 µm SU-8 10 3 ml 600 rpm 20 s  600 rpm 30 s 
Tabelle 1: Parameter für das Aufbringen des Photolacks auf einen 4 Zoll Wafer mit 
anschließendem Spin Coating. Um verschiedene Höhen des SU-8 Harzes zu 
erreichen wurden Photolacke mit unterschiedlicher Viskosität bei vorher 
kalibrierten Umdrehungsgeschwindigkeiten des Spin-Coaters verwendet. 
 
 
Nach dem Aufbringen des Photolackes wird dieser 2 min bei 50°C auf einer 
Heizplatte vorgeheizt, innerhalb von 4 min auf 90°C erhitzt und 1 min bei 90°C 
gehalten. Um Spannungsrisse durch zu schnelles Abkühlen zu vermeiden, wird 
der Wafer auf einem Textiltuch noch 1 min bei 90°C auf der Heizplatte belassen 
und dann eine Stunde bei 40°C in einen Umluftofen gegeben. Zur Belichtung des 
Photolackes wird ein Karl Suss MA4 mit einer Wellenlänge 350 nm (Quecksilber 
Bande) bei 21 mW/cm2 verwendet. Die Maske wurde mit einer Auflösung von 
5000 dpi auf eine transparente Folie gedruckt (Farbsatz, München). Dieses 
erlaubt Auflösungen von 1-2 µm Genauigkeit. Die Folie wird mit der bedruckten 
Seite auf den Wafer gelegt und mit einer Glasplatte beschwert, um guten Kontakt 
zu gewährleisten. Das SU-8 Harz wird 80 s (5 µm und10 µm) oder 120 s 
(100 µm) belichtet. Der beschriebene Heizprozess wird erneut durchgeführt und 
der Wafer anschließend für 120 s in die erste und dann für 120 s in eine weitere 
SU-8 Entwicklerlösung getaucht. Die Reste von Entwickler und Photolack 
werden bei 500 rpm für 20 s mit Isopropanol abgewaschen. Die entstandenen 
stabilen, positiven Strukturen sind in Abbildung 4 gezeigt. 
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2.3.2 Herstellung der Mikrofluidik 
Die eigentlichen Mikrofluidikkammern werden aus dem negativen PDMS-Abdruck 
der SU-8-Struktur hergestellt. Dazu werden 30 ml einer 20:1 Mischung aus 
PDMS und dem zugehörigen Vernetzungsagens in einen Exikator gegeben und 
für 30 min bei 0.2 mbar entgast. Der Wafer wird in eine nur wenig größere 
Zellkulturschale (Carl-Roth GmbH, Karlsruhe) gelegt, und das entgaste PDMS 
wird darüber gegossen. Aus dem verwendeten Volumen ergibt sich eine PDMS-
Schichtdicke von etwa einem Zentimeter. Die Schale wird verschlossen und für 2 
Stunden bei 60°C in einen Inkubationsofen gestellt, wo die temperaturinduzierte 
Polymerisation beginnt. Nachdem etwa 1 Stunde der Inkubationszeit verstrichen 
ist, wird zusätzlich noch eine 5:1 PDMS-Mischung auf dieselbe Weise angesetzt. 
Davon wird 1 ml auf 24x40 mm Deckgläser (Carl-Roth GmbH, Karlsruhe) 
gegeben, und das Polymer wird mittels eines Spin-Coaters bei 600 rpm (30 s) 
und 2000 rpm (30 s) auf dem Deckglas verteilt. Dieses Protokoll ist anhand der 
Dichte des PDMS auf 10 µm Schichtdicke kalibriert worden. Das PDMS auf den 
Deckgläsern wird anschließend für 15 min bei 70°C leicht polymerisiert. 
 
 
 
Abbildung 3. Herstellung der Mikrofluidik Stempelstrukturen. (a)Auf einen Silizium-
Wafer (grün) wird SU-8 Photolack aufgetragen (hellblau). (b) Durch eine Maske 
(schwarz) wird der Lack mittels UV Strahlung ausgehärtet (dunkelblau). (c) Der 
nicht ausgehärtete Photolack wird abgewaschen und auf die verbleibende 
Stempelstruktur wird PDMS (rot) gegeben. (d) Das ausgehärtete PDMS wird vom 
Stempel entfernt. (e,f) Mit einer Kanüle werden die Zuflüsse für das Befüllen der 
Messkammer hergestellt und der PDMS-Block auf ein ebenfalls mit PDMS 
beschichtetes Deckglas (grau) gegeben. 
 
 
Die negativen PDMS-Abdrücke der Mikrofluidikstruktur werden mit einem Skalpell 
ausgeschnitten, die Kanäle mit einer Kanüle von der Innenseite her angestochen 
und der Abdruck auf ein Deckglas gegeben. Das nicht vollständig ausgehärtete 
PDMS verbindet die beiden Hälften augenblicklich miteinander, so dass sich ein 
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geschlossener Mikrofluidik-Chip ergibt, der über die durch die Kanüle 
gestochenen Kanäle von außen zu befüllen ist (Abbildung 3). Um eine durch 
Verdunstung induzierte Drift zu unterdrücken, haben sich einseitig geöffnete 
Messkammern bewährt (Abbildung 4). Diese können unter leichtem Überdruck 
befüllt werden, da das ausgehärtete PDMS für Gase durchlässig ist. Das 
Verdunsten der Flüssigkeit wird verhindert, indem der Zufluss mit Immersionsöl 
verschlossen wird. 
 
 
2.3.3 Spezielle Mikrofluidik  
Die unter 2.3.2 beschriebenen Mikrofluidik-Kammern zeichnen sich durch eine 
gute Reproduzierbarkeit der Höhe aus. Gleichzeitig sind die Temperaturen durch 
die geringe Wärmeleitfähigkeit des PDMS ( mKWPDMS /18.0 ⋅=λ ) selbst bei 
Schichtdicken um 10 µm weitgehend homogen in z-Richtung (Abbildung 5). 
Allerdings sind PDMS Oberflächen sehr hydrophob, was zu einer starken 
Wechselwirkung mit Polystyren-Partikeln führt. Die Thermophorese reagiert sehr 
empfindlich auf äußere Faktoren wie die Salzkonzentration und 
Lösemittelzusammensetzung [Wiegand 2006]. Daher ist die Veränderung der 
Oberflächeneigenschaften der Kammer mittels chemischer Modifikation nicht 
möglich, da die einseitig befüllbaren Kammern nur schwer zu spülen sind. 
Daher wurden für das Modellsystem der Polystyren-Partikel Mikrofluidik-
Kammern so hergestellt, dass sich deren Hydrophobizität sich mittels eines 
Plasmareinigers verringern lässt.  
Die Kammern werden erstellt indem ein definiertes Volumen auf eine 1 mm dicke 
Polystyrenschale (PS) (Zellkulturschale, Carl-Roth GmbH, Karlsruhe) gegeben 
wird. Anschließend wird ein quadratisches Deckplastik (ibidi GmbH, München) 
von 10 mm Kantenlänge und 150 µm Dicke darauf gelegt. Die Flüssigkeit verteilt 
sich gleichmäßig und die so entstandene Kammer wird mit Nagellack 
verschlossen, um Drift durch verdunstendes Wasser zu verhindern. Die 
Kammerhöhen werden durch das Flüssigkeitsvolumen definiert. Im Zentrum 
lassen sich die Höhen zwischen 10 µm und 20 µm mit einer Genauigkeit von 
etwa 10% reproduzieren (siehe Publikation I, Fig. 1). Die Oberflächen werden vor 
der Erstellung der Kammer 10 min im Plasmareiniger (Harrick, 10 W, 0.2 mbar) 
behandelt, um sie ausreichend hydrophil zu machen. 
Für Untersuchungen der Interaktion zwischen einem Konvektionsstrom und dem 
thermophoretischem Fluss (Publikation VI) werden Kammern mit Höhen von bis 
zu 500 µm benötigt. 
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Dazu wird ein Abstandhalter aus Silikon (McMaster, New York) von 500 µm 
Dicke auf einen Objektträger gelegt. Die Messkammer wird mit ausreichend 
Flüssigkeit gefüllt und mit einem Deckglas verschlossen (siehe Publikation VI, 
Fig. 1). Eine weitere Abdichtung hat sich in diesen Fällen als unnötig erwiesen.  
 
 
  
 
 
Abbildung 4. Beispiel einer SU-8 Stempelstruktur und Mikrofluidik Kammer. (a) 
Eine 10 µm hohe SU-8 Struktur ist auf einem Silizium-Wafer aufgebracht worden. 
(b) Im zugehörigen PDMS-Abdruck entstehen zwei einseitig offenen Kanal-
/Kammersysteme. Die IR Strahlung wird von der hier oben liegenden Seite in die 
Kammern fokussiert. Die Fluoreszenzmessung findet durch dass dünne Deckglas 
der gegenüberliegenden Seite statt. 
 
 
2.4 Fluoreszenzmessungen 
Die präzise Bestimmung der räumlichen Verteilung von Temperatur und 
Konzentration ist entscheidend für die Charakterisierung der thermophoretischen 
Eigenschaften von Molekülen. Die Temperatur wird anhand der 
temperaturabhängigen Fluoreszenz des Farbstoffes BCECF (B-1151 mixed 
isomers, Molecular Probes) in 10 mM Tris-Puffer bestimmt, die in einer 
unabhängigen Fluorimetermessung kalibriert worden ist. Zusätzlich zur 
Temperaturabhängigkeit wird auch die Thermophorese der Farbstoffmoleküle 
selbst berücksichtigt.  
Die relative Konzentration ist direkt proportional zur Fluoreszenz der markierten 
Moleküle. Allerdings muss auch hier eine Temperaturabhängigkeit des 
Fluoreszenzmarkers in die Bestimmung des Konzentrationsgradienten 
miteinbezogen werden. 
Vor Beginn einer quantitativen Auswertung wird noch eine Korrektur der 
inhomogenen Anregungsverteilung vorgenommen. Die LED als Lichtquelle hat 
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den Vorteil eines zu Quecksilberdampflampen vergleichsweise sehr geringen 
Rauschens. Sie erzeugt jedoch eine räumlich variierende Anregungsintensität, da 
es sich nicht um eine perfekte punktförmige Lichtquelle handelt. Experimentell 
werden räumliche Intensitätsschwankungen von etwa 10% auf etwa 200 µm 
gemessen, die nicht auf Änderungen der Schichtdicke zurückzuführen sind. 
Daher wird die Fluoreszenz eines jeden Pixels zu Beginn einer Messung auf 
100% Konzentration bzw. Raumtemperatur normiert. 
Auch an der zeitlichen Entwicklung der Intensitätsverteilung müssen meist leichte 
Korrekturen vorgenommen werden, da der Farbstoff im angeregten Zustand 
photochemisch zerstört wird. Dieses macht sich als lineare Abnahme der 
Fluoreszenz über die Zeit bemerkbar. Die Rate, mit der die Fluoreszenz 
abnimmt, ist Konzentrationsunabhängig und kann damit leicht aus den 
experimentellen Daten ermittelt und als lineare Korrektur hinzugefügt werden. Die 
Rate des Bleichens kann sowohl aus der Differenz zwischen Anfangs- und 
Endzustand als auch von Bild zu Bild bestimmt werden. 
Zusätzlich wird die Hintergrundintensität der CCD-Kamera bei ausgeschalteter 
Anregungslichtquelle bestimmt und pixelspezifisch abgezogen. 
Typische Messungen beinhalten daher eine Sequenz von „Dunkelbildern“ gefolgt 
von Bildern mit LED-Anregung zur Bestimmung des Fluoreszenzausgangslevels. 
Bei eingeschaltetem IR-Laser werden dann so lange Bilder aufgenommen bis 
sich das System im Fließgleichgewicht befindet. Nach Abschalten des Lasers 
wird das schnelle Auskühlen der Kammer, gefolgt von der langsamen 
Rückdiffusion der Moleküle, abgewartet. Daraus können Informationen über die 
Größe der Moleküle gewonnen werden. 
 
 
2.4.1 Optische Temperaturbestimmung 
Die Temperaturverteilung wird mit Hilfe des pH-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffes 
BCECF bestimmt. Die Konzentration des Farbstoffes wird auf 50 µM in 10 mM 
Tris-HCl Puffer eingestellt. Veränderungen der Temperatur beeinflussen das 
Dissoziationsgleichgewicht des Puffers. Eine Erhöhung der Temperatur um 1 K 
verschiebt den pH-Wert des Puffers instantan um etwa -0.03 pH Einheiten. Die 
BCECF Fluoreszenz sinkt durch schnelle Protonenübertragung bei nicht zu 
starken Temperaturerhöhungen linear mit der Temperatur um -0.95%/K. Diese 
Temperaturabhängigkeit wurde durch eine unabhängige Messung in einem 
Fluorimeter bestimmt (siehe Publikation I, Fig. 1). Neben der 
Temperaturabhängigkeit geht auch noch die durch thermophoretische Drift 
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bedingte Konzentrationsänderung des Farbstoffes in die Fluoreszenzabnahme 
bei einer lokalen Temperaturerhöhung mit ein. Der Soret-Koeffizient, der die 
Stärke der Thermophorese im Fließgleichgewicht bestimmt, liegt für den 
Farbstoff BCECF unter den gegebenen Bedingungen bei ST=0.003/K. 
Durch Labview-Programme (National Instruments) wird aus der 
Fluoreszenzverteilung die Temperaturverteilung bestimmt. Dabei ist zu 
berücksichtigen, dass die gemessene Fluoreszenzintensität einen 
Kammermittelwert repräsentiert. Abhängig von der Höhe der Messkammer und 
der Temperaturleitfähigkeit des verwendeten Kammermaterials weicht die 
maximale Temperatur in der Kammermitte teils deutlich vom gemessenen 
Mittelwert ab (Abbildung 5).  
Mit Hilfe der Finite-Elemente Simulations-Software (FemLab, Comsol) können die 
Bedingungen in der Mikrofluidik-Kammer in Abhängigkeit von verschiedenen 
Kammermaterialien simuliert werden. Details der Simulation sind in Publikation I 
beschrieben. Wie in Abbildung 5 gezeigt, ist auf Grund der geringen 
Wärmeleitfähigkeit im Falle von PDMS1 die Temperatur weitgehend unabhängig 
von der Kammerhöhe. Glas1 führt wegen der höheren Wärmeleitfähigkeit zu 
einem vergleichsweise starken Abfall der Temperatur an der Grenzfläche um 
15%, verglichen mit der Maximaltemperatur in der Kammermitte. Saphir1 führt die 
Wärme so gut ab, dass die Grenzfläche fast Umgebungstemperatur besitzt. 
Dieser starke Temperaturgradient an Oberflächen kann, wie in Publikation VI 
gezeigt, zur Anreicherung von Molekülen genutzt werden (siehe Publikation VI, 
Fig. 2) [Braun 2002]. 
Zur Aufklärung der mikroskopischen Ursache des Soret-Effekts muss die 
thermophoretische Moleküldrift in Richtung der Oberflächen unterdrückt werden, 
da nur laterale Molekülbewegungen in ausreichendem Maße aufgelöst werden 
können. Um Temperaturgradienten in z-Richtung zu minimieren, werden daher 
Kunststoffe wie PDMS oder Polystyren als Kammermaterial verwendet. 
 
                                                 
1 
Km
W
PDMS ⋅= 18.0λ , Km
W
glas ⋅= 4.1λ , Km
W
saphir ⋅= 34λ , Km
W
H ⋅= 54.002λ  
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Abbildung 5. Temperaturprofile im Kammerquerschnitt. Während die laterale 
Temperaturverteilung durch die Wärmeleitfähigkeit des Wassers bestimmt wird, ist 
in z-Richtung das Kammermaterial von Bedeutung. Die Abbildung zeigt das 
parabolische Gleichgewichts-Temperaturprofil in einer 10 µm hohen Kammer in 
Abhängigkeit von der Wärmeleitfähigkeit des begrenzenden Materials. Im Fall von 
PDMS (und anderen Kunststoffen wie PS) ist die Temperatur im 
Kammerquerschnitt konstant.  
 
2.4.2 Optische Konzentrationsbestimmung 
Auch für die auf Fluoreszenz basierende Konzentrationsmessung gilt, dass die 
gemessene Konzentration einen Kammermittelwert darstellt. Da jedoch das 
Temperaturprofil in Lasereinfallsrichtung weitestgehend konstant ist, repräsentiert 
dieser Mittelwert sehr gut die Verhältnisse in der dünnen Flüssigkeitsschicht. Bei 
einer nur geringen Störung des Systems gleichen sich die Fehler durch die 
Höhenabhängigkeit von der Temperatur und der Konzentration aus (siehe 
Publikation I, Section 4). Die Abnahme der Fluoreszenz beruht neben der 
Konzentrationsänderung auch noch auf einer Temperaturabhängigkeit der 
Markerfluoreszenz. Da diese im Fluorimeter unabhängig bestimmt wurde, kann 
dieser Effekt bei bekannter Temperaturverteilung leicht korrigiert werden. 
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3 Transportphänomene im Lokalen Gleichgewicht 
 
Viele Systeme sind nicht im thermischen Gleichgewicht. Die Erde selbst 
unterliegt der ständigen Einstrahlung von Energie durch die Sonne. Aber auch 
die meisten Systeme unter Laborbedingungen befinden sich im Nicht-
Gleichgewicht, da die beobachteten Prozesse unendlich langsam ablaufen 
müssten, um reversibel zu sein. Ein Grund für den Erfolg der 
Gleichgewichtsthermodynamik in der Beschreibung dieser Systeme liegt darin, 
dass sich diese fast ausnahmslos in einem lokalen Gleichgewicht befinden. 
 
3.1 Nicht-Gleichgewichtsthermodynamik 
In dieser Arbeit wird ein lokaler Gleichgewichtsansatz verwendet, um eine 
mikroskopische Theorie für den thermophoretischen Massentransportes in einem 
Nicht-Gleichgewichtssystem zu entwickeln. Dieses bedeutet, dass die 
Temperatur und andere thermodynamische Variablen jeweils nur einem kleinen 
Teilvolumen des Systems zugeordnet werden [Prigogine 1999]. Die intensiven 
thermodynamischen Größen Temperatur (T), Druck (p) und chemisches Potential 
(µ) sind dadurch räumlich (x) und zeitlich (t) veränderlich: 
  
(1)   ),( txTT = ),( txpp =    ),( txµµ =  
 
Die extensiven Größen  (Entropie), U  (Innere Energie) und  (Molenzahl) 
werden durch die jeweiligen Dichten ,u  und  ersetzt. Die Gibbs-Relation 
 mit U
S
kdN
kN
s kn
∑+−= n nVdpTdSdU 1µ Vu= , VsS =  und kk VnN =  besitzt dabei für 
kleine, miteinander in Kontakt stehende Volumenelemente weiterhin Gültigkeit.  
Dieses wird durch Molekulardynamik-Simulationen unterstützt, die zeigen, dass 
die Maxwellsche Geschwindigkeitsverteilung sich etwa 10 mal schneller einstellt 
als die mittlere Zeit zwischen zwei Molekülkollisionen in einem Gas [Alder 1958] 
bei 1 bar Druck sind dies etwa 10-8 s. In Flüssigkeiten ist diese Zeitspanne noch 
wesentlich kürzer. Da Stöße mit gelösten Molekülen in einer ähnlichen 
Größenordnung stattfinden, ist anzunehmen, dass sich auch die 
Geschwindigkeitsverteilung der Atome des Soluten sehr im Gleichgewicht 
befindet. Daher müssen Störungen, die dazu führen, dass die Temperatur der 
Teilvolumen nicht mehr definiert ist, ebenfalls sehr schnell stattfinden.  
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Auch extensive Größen, wie die Anzahl der Gas-/Lösemittelmoleküle in kleinsten 
Volumenelementen, stützen die These des lokalen Gleichgewichtes. Die 
Fluktuationen der Zahl von Gas-/Lösungsmittelmolekülen in einem 
Volumenelement ist gegeben durch ∂ . Die relative Fluktuation 
in einem Volumen von 1 µm3 eines Gases bei 1 bar und 278 K 
ergibt sich zu 4x10-7. In Flüssigkeiten entspricht dieser Wert noch einem 
wesentlich kleineren Volumen. Für die weitaus geringere Anzahl an Soluten in 
einer Lösung ist die Gültigkeit jedoch nicht offensichtlich. In Publikation II wird 
gezeigt, dass sich lokale Gleichgewichtsbedingungen auch bei geringen 
Konzentrationen gelöster Partikel anwenden lassen (siehe Publikation 2, Fig. 4). 
2/1~~ NN =
2/1~~/~ −=∂ NNN
Die Annahme eines lokalen Gleichgewichtes gilt für die meisten Systeme und 
verliert seine Gültigkeit erst, wenn die Gradienten, wie im Falle von 
Schockwellen, sehr stark sind oder die Volumenelemente eines Systems für 
gegebene Gradienten nicht klein genug definiert werden können. 
 
 
3.2 Molekültransport durch Diffusion 
Beispiele für Transportphänomene sind Diffusion, Wärmeleitung und Viskosität. 
In diesen Fällen führt der Gradient einer Größe zu einem Transport einer 
anderen. Eine räumlich inhomogene Temperatur führt zum Transport von 
Wärmeenergie, während ein Konzentrationsgradient zu einem Molekülfluss führt.  
Die Diffusion entlang eines Konzentrationsgradienten wird als Ficksche Diffusion 
bezeichnet. Die Teilchenstromdichte nj
r
 ist gegeben durch nDjn ∇⋅−=
v
 mit dem 
Diffusions-Koeffizienten als Proportionalitätsfaktor zwischen Fluß und 
Konzentrationsgradient. Zur Beschreibung des thermophoretischen 
Molekültransports ist es sinnvoll, den diffusiven Transport auf der Basis von 
irreversiblen Prozessen und des chemischen Potentials zu beschreiben. 
Irreversible Prozesse wie die Ficksche-Diffusion können durch 
thermodynamische Kräfte und thermodynamische Flüsse beschrieben werden 
[Prigogine 1999]. Die Entropieproduktion durch irreversible Vorgänge  ist 
dabei gleich dem Produkt aus Kraft (
Sdi
F ) und Fluss ( ): . Im 
Folgenden soll die Entropieproduktion eines irreversiblen Prozesses anhand der 
Diffusion verdeutlicht werden. 
dX FdXSdi =
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Abbildung 6. Diffusion als irreversibler Prozess. Der Übertritt von Partikeln in ein 
ehemals abgetrenntes Kompartiment gleicher Temperatur kann durch eine 
Reaktionsrate dN beschrieben werden. Ist das System isoliert, so kann die 
irreversible Entropieänderung des Systems auf das chemische Potential 
zurückgeführt werden. 
 
 
Diffusion beschreibt den Stofftransport auf Grund eines makroskopischen 
Konzentrationsgradienten. Ebenso wie chemische Reaktionen mit dem 
chemischen Potential µ beschrieben werden können, ist dieses auch für die 
Diffusion möglich. Wie in Abbildung 6 dargestellt, gibt es in einem Gefäß einen 
Bereich mit dem chemischen Potential 1µ  und der Menge  gelöster Teilchen. 
Getrennt davon gibt es einen Bereich gleicher Temperatur aber mit einem 
chemischen Potential 
1N
2µ  und der Menge  gelöster Teilchen. Wie dies für 
chemische Reaktionen üblich ist, kann auch die „Reaktion“ des Übertritts von 
Teilchen von einem Kompartiment in ein anderes mit einem „Reaktionsfortschritt“ 
(
2N
ξd ) beschrieben werden: 
 
(1) ξddNdN ==− 21   
 
Für ein geschlossenes System, in dem es keinen Massenaustausch mit der 
Umgebung gibt, gilt für die innere Energie: 
 
(2)   
∑
∑
+−+=
+−=
n
knie
n
kn
dNpdVSdSdTdU
dNpdVTdSdU
1
1
)( µ
µ
 
Findet zusätzlich auch kein Energieaustausch mit der Umgebung statt 
( dU ), so kann auch kein reversibler Entropieaustausch mit der 0== dV
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Umgebung stattfinden ( 0=Sde ). Die irreversible Entropieproduktion des 
Partikeltransports kann geschrieben werden als [De Donder 1936]:  
2 
−

−
ξµ d
T
pdV
(F =
k J
x



∂
∂µ



∂
∂
x
kµ
 
(3) 
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Die Zunahme der Entropie spiegelt dabei den irreversiblen Partikeltransport von 
Orten eines hohen chemischen Potentials zu Orten mit einem niedrigeren 
chemischen Potential wider. Die Energiezunahme Td  macht sich als 
Wärmeerzeugung auf Grund von Reibung bemerkbar. Wie bereits erwähnt, 
lassen sich irreversible Prozesse generell durch thermodynamische Flüsse und 
die sie bedingenden thermodynamischen Kräfte darstellen. Im Falle der Diffusion 
ist die Kraft gegeben durch 
Si
) T/21 µµ −  und der Fluss durch ξddX = . Es 
wird deutlich, dass ein Diffusionsstrom nur solange getrieben wird, wie 
021 ≠− µµ  ist. Die Reaktion ist im Gleichgewicht, wenn die chemischen 
Potentiale ausgeglichen sind. Im Gleichgewicht ist 0/ =dtSdi  und die Entropie 
maximal. 
In welchem Verhältnis steht dieser allgemeine Ausdruck für den 
Diffusionstransport zu den phenomenologischen Fickschen Gesetzen? 
Gleichung (3) lässt sich für eine einzelne Komponente (k) in einem 
eindimensionalen chemischen Potential folgendermaßen umformlieren: 
 
(4) k
i
Tdt
xsd −= 1)(  
 
Nahe dem Gleichgewicht ist anzunehmen, dass die Kraft direkt proportional zum 
Fluß ist, was im Folgenden als lineares Regime der Nicht-
Gleichgewichtsthermodynamik bezeichnet werden soll. Daher wird ein linearer 
Proportionalität-Koeffizient eingeführt, der den Fluß in Verbindung zur Kraft setzt 
und in Relation zum Fickschen-Diffusions-Koeffizienten steht.  
 
(5) −=
T
LJ kk
1
 
 
Man kann nun das chemische Potential durch den im 1.Fickschen Gesetz 
verwendeten Konzentrationgradienten ersetzen. Die Konzentrationsabhängigkeit 
des chemischen Potentials läßt sich durch }ln{),(),,( kk xRTTpxTp ⋅+= µµ  
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beschreiben. Dabei ist  der Molenbruch aus n . Der Zusammenhang 
zwischen Konzentrationsgradienten und Massefluß ergibt sich bei konstantem 
 zu: 
kx totk n/
totn
k R ⋅ kD =


∂
∂
xT
k ψτ

∂
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J
(6)  kk
k
k
k nDx
n
n
LJ ∇−=
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∂
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k
n
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Anzumerken ist, dass der Ausdruck in Gleichung (5) allgemeingültiger ist als das 
Ficksche-Diffusionsgesetz in Gleichung (6). Sind beispielsweise zwei Phasen 
miteinander im Gleichgewicht, so sind die chemischen Potentiale ausgeglichen, 
es existiert jedoch meist ein Konzentrationgradient, was nach dem Fickschen-
Diffusionsgesetz zu einem Nettofluss führen würde.  
Für die im weiteren dargestellte Herleitung einer mikroskopischen Theorie der 
Thermophorese ist es interessant, dass Diffusionsgesetz aus Gleichung (5) um 
ein mit einem Feld ψ∂  assoziiertes Potential zu erweitern: 
 
(7) 
 +∂
∂⋅−=
−=
x
n
n
RL
xT
LJ k
k
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k
kk
µ 11
 
 
Wobei kτ  der Interaktionsenergie pro Mol der Moleküle mit dem Feld entspricht. 
Der allgemeine Ausdruck xnkkFeld ∂∂⋅⋅Γ−= /ψ
r
 setzt einen Fluss in Relation 
zur Mobilität kΓ . Der Quotient aus Mobilität und Diffusions-Koeffizienten, also 
zwei Transportkoeffizienten, ist eng verknüpft mit der 
Interaktionsenergie/Interaktionsentropie des Moleküls mit dem Feld: 
 
(8) 
RTD
k
k
k τ=Γ  
 
 
Dieses allgemeine Herleitung ist aufschlussreich für die Beschreibung der 
Thermophorese als Partikelbewegung in einem Temperaturfeld unter der 
Annahme eines lokalen Gleichgewichtes (siehe Die Mikroskopische Theorie der 
Thermophorese und Publikation III, Equation 1). 
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3.3 Gekoppelter Transport 
Wie bereits für die Diffusion gezeigt, kann in Systemen nahe dem Gleichgewicht 
die Entropieproduktion auf folgende Weise geschrieben werden: 
 
(9)  ∑ ⋅=
k
kk FJσ
 
Weiterhin ist davon auszugehen, dass die Flüsse linear mit den Kräften über 
phenomenologische Koeffizienten verknüpft sind: 
 
(10)  ∑ ⋅=
j
jjkk FLJ
 
Aus Gleichung (10) ist bereits ersichtlich, dass z.B. ein Temperturgradient nicht 
nur einen Wärmefluss erzeugen kann, sondern auch noch andere Flüsse 
antreibt. Beispiele hierfür sind der Thermoelektrische-Effekt, wobei ein 
Wärmefluss den Fluss von Elektronen bedingt, aber auch der Peltier-Effekt, bei 
dem ein Stromfluss einen Wärmefluss bedingt. Der durch einen 
Temperaturgradienten bedingte Massentransport ist unter dem Namen Soret-
Effekt oder Thermophorese bekannt.  
 
 
3.3.1 Wärmeleitung und Thermophorese im Lokalen     
Gleichgewicht 
Ein Wärmefluss löst einen Massenfluss aus (Soret-Effekt, Thermophorese) aber 
auch der reziproke Effekt, der durch einen Massentransport erzeugte Wärmefluss 
ist bekannt (Dufour-Effekt). Die Entropieproduktion durch Wärme- und 
Massenfluss lässt sich folgendermaßen formulieren: 
(11) 
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Diese Form der Entropieproduktion erlaubt jedoch noch keine Trennung 
zwischen Temperaturgradient und Konzentrationsgradient, da kµ∇  eine Funktion 
von Konzentration, Druck und Temperatur ist.  
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Mit der partiellen molaren Entropie ( ) Tpkk nss ,/ ∂∂=  und der Vorraussetzung, 
dass das System im mechanischen Gleichgewicht ist ( 0=∆p ), ergibt sich der 
Ausdruck für die lokale Entropieproduktion nach einigen Umformungen 
[Prigogine 1999] zu: 
 
(13) Tpk
w
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k
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J
T
TsJJ ,
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wobei nun temperaturabhängige und konzentrationsabhängie Kräfte getrennt 
voneinander aufgeführt sind. Mit der partiellen molaren Enthalpie Tsh kkk −= µ  
kann der Wärmefluss unter Einbeziehung eines Massenflusses beschrieben 
werden als: 
 
(14)  k
w
k
kuq hJJJ ⋅−= ∑
=1
rrr
 
In einem geschlossenen System und bei konstantem Druck ist die Änderung der 
Enthalpie gleich der Wärmemenge, die mit der Umgebung ausgetauscht wird. In 
einem offenen System bei konstantem Volumen ist die ausgetauschte 
Wärmemenge gleich der Änderung der Energie abzüglich der Änderung der 
Enthalpie auf Grund eines Masseflusses aus dem System. Der Vektor qJ
r
wird 
daher auch als reduzierter Wärmefluss bezeichnet. 
Betrachtet man ein Zweikomponentensystem (z.B. Colloidale Partikel und 
Lösungsmittel), so kann man für die Formulierung der Entropieproduktion die 
Gibbs-Duhem-Relation nutzen: 
 
(15) TpTp nn ,22,11 )()( µµ ∇=∇  
 
sowie die Bedingung, dass das Volumen durch die Flüsse nicht beeinflusst wird: 
 
(16) 2211 υυ JJ
rr =  
 
mit dem partiellen molaren Volumen υ . Daraus ergibt sich folgende 
Formulierung für die Entropieproduktion: 
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Nun lassen sich die phenomenologischen Gesetze für die Kopplung von Wärme 
und Molekülfluss formulieren. Ein interessanter Punkt bei der Formulierung der 
Kopplungen ist das Symmetrie-Prinzip [Curie 1908], dessen Aussage den 
Ausschluss einiger Kopplungen zulässt. Es besagt, dass skalare Kräfte (z.B. die 
isotrope Affinität ( µ∆ )) keine gerichteten Flüsse (z.B. den anisotropen 
Wärmefluss) erzeugen können. Für Temperatur- und Konzentrationsgradienten 
sind daher alle Kopplungen zu beachten. Die reziproken Onsager-Relationen 
lauten daher: 
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Dabei ist der Transportkoeffizient für Wärmetransport und  der 
Transportkoeffizient für  den diffusiven Materietransport.  ist der Koeffizient für 
den thermophoretischen Transport, und  für den Dufour-Effekt. Stellt die 
zweite Komponente  das im Überschuss vorhandene Lösungsmittel dar, so 
kann der Quotient 
qqL 11L
qL1
1qL
2n
11n 22/ nυυ  vernachlässigt werden und der Massenfluss in 
Anwesenheit eines Temperaturgradienten kann in Form eines erweiterten 
1.Fickschen Gesetzes geschrieben werden. Dabei ist  der Koeffizient der 
thermophoretischen Mobilität:  
TD
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4 Die Mikroskopische Theorie der Thermophorese 
 
Die Nicht-Gleichgewichtsthermodynamik erlaubt die Beschreibung von 
irreversiblen Prozessen solange lineare phenomenologische Gesetze gültig sind 
[Prigogine 1999, S. 351]. Aus Gleichung (19) lässt sich die Konzentration im 
Fließgleichgewicht bei 01 =J
r
 bestimmen: 
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Allerdings ist diese Relation nur für kleine Konzentrations- und 
Temperaturunterschiede gültig.  
Als erster Schritt soll eine allgemeine Beschreibung gefunden werden, die über 
einen großen Konzentrations- bzw. Temperaturbereich Gültigkeit besitzt.  
In Publikation II wird die Abhängigkeit zwischen Konzentration und 
Temperaturerhöhung im Fließgleichgewicht untersucht. Dafür wird die 
Temperatur lokal um maximal 10 K erhöht. Dieses führt bei den verwendeten 
Molekülen zu einer Konzentrationsabsenkung um bis zu zwei Größenordnungen 
unter die Ausgangskonzentration. Gleichung (20) ist in diesem Regime nicht 
mehr für das gesamte System gültig. Die Integration von Gleichung (19) (bei 
konstanten Transportkoeffizienten und geringer Soluten-Konzentration) ergibt 
eine exponentielle Abhängigkeit zwischen Konzentration und Temperatur, 
ähnlich einer Boltzmannverteilung. Diese exponentielle Verteilung konnte 
experimentell bestätigt werden (siehe Publikation II, Fig. 3,4): 
 
(21) [ ][ ]0
0
exp TTS
n
n
nT −−=  
 
Dieses exponentiell von der Temperatur abhängige Fließgleichgewicht lässt sich 
durch die Verkettung vieler kleiner Volumenelemente beschreiben, in denen 
jeweils die linearisierte Form (20) gilt (Abbildung 7). 
Die Volumenelemente stehen mittels Diffusion miteinander in Kontakt. Sind die 
Größen der Boxen so gewählt, dass die Temperaturänderung zwischen zwei 
Boxen im ganzen System gleich ist, so lässt sich die Konzentration des n-ten 
Elementes durch die Multiplikation der Konzentrationen aller vorrausgegangenen 
Elemente bestimmen.  
 
 
Abbildung 7. Lokale Thermophorese. Die Verkettung kleiner Volumenelemente, in 
denen eine lineare Beziehung zwischen Temperaturerhöhung und Konzentration 
besteht, ergeben für das Gesamtsystem einen exponentiellen Zusammenhang 
zwischen Temperatur und Konzentration.  
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Bei einer genügend großen Anzahl von Elementen folgt die exponentielle 
Abhängigkeit aus dem Grenzwertsatz der Exponentialfunktion.  
Ein System mit einem Temperaturgradienten ist nicht im thermodynamischen 
Gleichgewicht, allerdings können auch hier Volumenelemente definiert werden, in 
denen ein lokales Gleichgewicht vorliegt. Dieses bedeutet, dass für die 
Beschreibung des mikroskopischen Mechanismus der Thermophorese 
thermodynamische Potentiale benutzt werden können. Unter der Bedingung, 
dass in jeder der Boxen ein lokales Gleichgewicht vorliegt kann der Exponent 
auch in Form einer Differenz in der Gibbschen-Freien-Energie formuliert werden: 
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Die Verknüpfung der experimentell bestätigten exponentiellen 
Konzentrationsabhängigkeit und der Boltzmannverteilung erlaubt eine 
Formulierung des Soret-Koeffizienten mit Hilfe eines thermodynamischen 
Potentials. Unterstützt wird dieses durch den experimentellen Nachweis das der 
Soret-Koeffizient mit der Oberfläche von sphärischen Partikeln skaliert:  
(siehe Publikation II, Fig. 5). Dieses deutet daraufhin, dass die 
temperaturabhängige Interaktionsenergie zwischen Partikel und Lösungsmittel, 
die Solvatationsenergie, von entscheidender Bedeutung ist.  
2aST ∝
 
In Publikation III wird der Zusammenhang zwischen der Solvatation von 
Molekülen und ihrem thermophoretischen Verhalten im Temperaturgradienten 
hinsichtlich des mikroskopischen Mechanismus näher untersucht. Als 
Modellsystem dienen sphärische Polystyren-Partikel mit 20 nm bis 2 µm 
Durchmesser, deren Oberfläche mit Carboxylgruppen modifiziert wurde, um sie 
in wässrigen Suspensionen zu stabilisieren. Als Modellsystem für Polymer-
Thermodiffusion werden monodisperse DNA-Moleküle von 50-50.000 bp Länge 
verwendet.  
Aus (20) kann folgender Zusammenhang zwischen kleinen 
Konzentrationsänderungen und kleinen Änderungen des thermodynamischen 
Potentials formuliert werden: 
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Der Soret-Koeffizient läßt sich nun als Ableitung der Gibbsschen-Freien-Energie 
dNVdpSdTdG µ++−=  nach der Temperatur schreiben. Die lokale Anwendung 
des thermodynamischen Potentials führt zu folgendem Ausdruck für das gesamte 
System: 
 
(24) 
kT
SST
∆−=  
 
Dieser Ausdruck wird in Publikation III experimentell bestätigt. Es zeigt sich, 
dass die Maximierung der Solvatationsentropie zum Fluss der Partikel im 
Temperaturgradienten führt. 
Dabei erweist sich die Entropie der Debye-Hückel-Abschirmung bei geladenen 
Molekülen meist als dominant. Neben den Ladungseffekten ist auch die 
Orientierung von Lösemittelmolekülen an der Oberfläche des Soluten, die sog. 
Hydratationsentropie, von Bedeutung [Israelachvili 1992] (Abbildung 8). 
 
 
 
 
Abbildung 8. Die Solvatationsentropie in Wasser. Die Solvatationsentropie 
geladener Moleküle in Wasser setzt sich aus zwei Anteilen zusammen. (a) Die 
Oberflächenladung wird durch kondensierte und freie Ionen abgeschirmt, wobei 
die Abschirmlänge der freien Ionen temperaturabhängig ist. (b) Die Freiheitsgrade 
der Wassermoleküle sind an der Oberfläche der gelösten Moleküle eingeschränkt. 
Auch diese nicht-ionische Hydratationsentropie trägt zur Solvatationsentropie bei. 
 
 
Die geladene Oberfläche der Moleküle kann mitsamt der abschirmenden 
Ionenhülle als Kapazität betrachtet werden, deren Energie temperaturäbhängig 
ist. Daher kann der Soret-Koeffizient aus der Entropieänderung eines einzelnen 
geladenen Moleküls wie folgt berechnet werden: 
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mit der auf die Oberfläche normierten Entropie , der Temperaturabhängigkeit 
der Dielektrizitätskonstante
hyds
β , der effektiven Ladung effσ  und der Debye-Hückel 
Abschirmlänge DHλ . Diese mittels Entropie hergeleitete Theorie beschreibt die 
experimentellen Ergebnisse, einschließlich des Vorzeichenwechsels (siehe 
Publikation III, Fig. 1) des Soret-Koeffizienten, sehr genau. Der Anteil der 
Hydratationentropie am Soret-Effekt ist abhängig von den jeweiligen 
Oberflächeneigenschaften und kann nur experimentell bestimmt werden (siehe 
Publikation III, Fig. 2). 
 
Weiter unterstützt werden die Ergebnisse aus Publikation II und III durch eine 
theoretische Arbeit (Publikation IV). Basierend auf einem Ansatz aus 
Kraftgleichgewicht auf der Zeitskala der Brownschen Molekularbewegung und 
Thermodynamik wird eine Theorie entwickelt, die auf der reversiblen Arbeit 
beruht, die benötigt wird, um den Partikel samt seiner Solvatationshülle 
aufzubauen. Die Resultate stehen im Einklang mit der entropischen Theorie der 
Thermophorese, die in Publikation II und III beschrieben wurde. 
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5 Die Grenze des Lokalen Gleichgewichtes 
 
Um eine mikroskopische Theorie der Thermophorese zu entwickeln, wurden in 
der Vergangenheit fast ausschließlich hydrodynamische Methoden angewandt, 
die Druckgradienten oder Volumenkräfte beschrieben, die zu einer Bewegung im 
Temperaturgradienten führen [Ruckenstein 1981, Piazza 2002, Schimpf 2000]. 
Ihren Ursprung haben diese Kräfte in der ungleichmäßigen Verteilung von 
Solventmolekülen um ein gelöstes Partikel oder in der temperaturabhängigen 
Änderung der Partikel-Solvent-Interaktion. 
Wie gezeigt, läßt sich Thermophorese jedoch präzise mit Mitteln der 
Thermodynamik beschreiben, solange kleinen Volumenelementen 
thermodynamische Variablen zugeordnet werden können. 
Es ist anzunehmen, dass eine Grenze existiert, ab der diese Annahme die 
Verhältnisse in dem System nicht mehr zutreffend beschreibt. Dieses kann auf 
Basis der Onsager-Relationen als eine nichtlineare Proportionalität zwischen 
Kraft und Fluß bezeichnet werden. Im Falle des thermophoretischen Transportes 
lässt sich die Grenze zwischen einem lokalen Gleichgewicht und lokalem Nicht-
Gleichgewicht anhand von zwei Transportmechanismen auf unterschiedlichen 
Zeitskalen verdeutlichen [Astumian 2007]. Betrachtet man die deterministische 
Thermodiffusion, so ist die Zeit um eine Strecke der Länge des Partikelradius  
zurückzulegen gegeben durch 
a
)/( TDat TT ∇=∆ . Im Gegensatz dazu steht die 
charakteristische Zeit ∆ , die ein Molekül benötigt, um dieselbe Strecke 
rein diffusiv zurückzulegen. Die in dieser Arbeit angelegten 
Temperaturgradienten sind klein genug, so dass der auf Diffusion basierende 
Mechanismus auf der Längenskala des Partikelradius dominiert. Dieses 
bedeutet, dass die Moleküle die Energielandschaft diffusiv erkunden und in 
Bereichen (meist) niedriegerer Temperatur stabilisiert werden. 
DatD /
2=
Beobachtet man allerdings vergleichsweise große Partikel mit einer 
dementsprechend großen thermophoretischen Mobilität (z.B.Partikel mit einem 
Durchmesser von 2 µm) in starken Temperaturgradienten, so kann der 
deterministische Transport dominieren. In diesem Falle gelten Modelle, die 
Thermophorese mittels am Partikel angreifenden mechanischen Kräften 
beschreiben. Der Temperaturgradient, ab dem der deterministische Transport 
überwiegt, ist gegeben durch: 
 
(26) 
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Für einen Partikel mit dem Radius  und dem zugehörigen Soret-Koeffizienten 
ist es zu erwarten, dass ab diesem Gradienten die lineare Relation v
a
TDT∇−=  
zwischen Geschwindigkeit und Temperaturgradient nicht mehr gültig ist oder eine 
Linearität mit deutlich anderem Proportionalitätsfaktor vorliegt. 
Publikation V (eingereicht) untersucht Thermophorese von großen Partikeln bei 
sehr starken Temperaturgradienten. Eine Abweichung von , die bei 
niedrigen Temperaturgradienten Gültigkeit besitzt (siehe Publikation III), konnte 
experimentell nachgewiesen werden. Die Frage ob jenseits dieses Limits wieder 
eine lineare Abhängigkeit zwischen Temperaturgradient und Geschwindigkeit 
besteht, oder ob die thermophoretische Geschwindigkeit auf Grund von 
gegenläufigen Effekten in Sättigung geht bleibt jedoch weiterhin offen. 
TDv T∇−=
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6 Auf Thermophorese basierende Anwendungen 
 
Bis heute gibt es nur wenige technologische Anwendungen von Thermophorese. 
Von Bedeutung ist aktuell nur die Thermische-Feld-Fluss-Fraktionierung 
(ThFFF). Dieses ist eine Chromatographiemethode, bei der die Molekülretention 
durch die thermophoretische Beeinflussung der Partikelposition in einem 
parabolischen Flussprofil erreicht wird. Ein Temperaturgradient liegt dabei quer 
zur Flussrichtung in einer nur wenige hundert Mikrometer breiten Kapillare. Die 
Verteilung von Molekülen mit einem ausgeprägten thermophoretischen Effekt ist 
dabei stärker zu einer Wand des Kanals verschoben als dieses bei Molekülen mit 
schwacher Thermophorese der Fall ist. Anwendung findet ThFFF neben der 
Polymerchemie auch bei der quantitativen Aufreinigung von Proteingemischen 
[Williams 2006]. Temperaturgradienten erlauben generell Beeinflussung von 
kleinsten Molekülen in ihrer wässrigen Umgebung. Durch eine rein optische 
Implementierung gelingt dies kontaktfrei in geringsten Volumen von wenigen 
hundert Nanolitern. 
 
6.1 Zweidimensionale Kristalle 
Im Falle der ThFFF stehen die Vektoren des thermophoretischen- und des 
Lösemittelflusses in einem rechten Winkel zueinander. In Publikation VI wird 
eine ähnliche Situation [Braun 2002] zur Bildung von zweidimensionalen 
Kristallen aus runden Polystyrene-Partikeln genutzt. Flüssigkeitsschichten von 
etwa 500 µm Höhe werden lokal mit einem IR Laser geheizt (siehe 
Publikation VI, Fig. 1). Dadurch wird ein Konvektionsstrom erzeugt, der 
konzentrisch auf das Zentrum des Heizfokus zuläuft. Der Konvektionsstrom allein 
führt jedoch nicht zu einer Entmischung von Lösungsmittel und Partikeln. 
Zusätzlich gibt es noch anisotrope Temperaturgradienten. Auf Grund der relativ 
geringen Wärmeleitfähigkeit von Wasser sind laterale Temperaturgradienten 
klein im Vergleich zu den Gradienten, die senkrecht zur stark wärmeleitenden 
Glas- oder Saphiroberfläche stehen (siehe Publikation VI, Fig. 3). Die Kristalle 
bilden sich, da Moleküle, die im Konvektionsstrom zirkulieren, durch den starken 
senkrechten Temperaturgradienten zur Oberfläche transportiert werden. Im 
Zentrum des Heizfokus und nahe der Oberfläche ist dieser Temperaturgradient 
sehr stark und der Konvektionsstrom vergleichsweise schwach. Daher werden 
die Moleküle effektiv auf der Oberfläche in einer aus zwei Flüssen gebildeten, 
optisch erzeugten Falle gefangen (Abbildung 9). 
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Abbildung 9. Zweidimensionale Kristalle auf Oberflächen. (a) Durch eine 
Kombination von Konvektion und Thermophorese lassen sich Zweidimensionale 
Kristalle Kollidaler Partikel auf Oberflächen erzeugen. (b) Hochaufgelöst lassen 
sich auch Fehlstellen und deren Dynamik beobachten. (c) Die Form der Kristalle ist 
nur abhängig von der Geometrie des geheizten Bereiches. So können Partikel auch 
entlang einer Linie akkumuliert werden. 
 
 
6.2 Molekülanreicherung in Mikrofluidik-Kanälen 
Der unter 6.1 beschriebene Ansatz zur Aufkonzentrierung ist nur für große 
Partikel ab etwa 0,5 µm Durchmesser effektiv. Die Anreicherung von wesentlich 
kleineren Molekülen lässt sich dadurch erreichen, dass eine 
Flüssigkeitsströmung und thermophoretischer Transport gegenläufig ausgerichtet 
werden (siehe Publikation VII, Fig. 1). 
Bei kleinen Molekülen wirkt die Diffusion allerdings einer Aufkonzentrierung 
entgegen, weshalb besondere Anforderungen an die Geometrie der Flußkammer 
gestellt werden müssen. Wie in Abbildung 10 gezeigt, findet der Prozess in 
einem dünnen mikrofluidischen Kanal von 10x10 µm statt (siehe Publikation VII, 
Fig. 2). Das Kammermaterial PDMS sorgt durch seine geringe Wärmeleitfähigkeit 
dafür, dass die Kammertemperatur homogen im Kammerquerschnitt ist. Dieser 
Kanal kann mittels Gravitationsfluss aus einem großen Reservoir für lange Zeit 
unter einen konstanten Fluss gesetzt werden. Abbildung 10 zeigt die 
zeitabhängige Konzentrationveränderung, wenn eine Lösung von 10.000 bp DNA 
mit weniger als 1 µm/s durch einen Heizspot von maximal 16 K fließt. Die 
Situation kann mit Hilfe eines Potentialbildes analysiert werden, welches 
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einerseits durch die Fließgeschwindigkeit aber auch durch die thermophoretische 
Drift bestimmt wird. Moleküle bewegen sich auf den Punkt erhöhter Temperatur 
zu, werden jedoch durch den thermophoretischen Gegenfluss vor dem Heizpunkt 
angereichert. In Publikation VII wird eine analytische Theorie für die 
Anreicherung von DNA-Molekülen vorgestellt und die Abhängigkeit von der 
Driftgeschwindigkeit, dem Temperaturgradienten, sowie den Thermodiffusions- 
und Diffusions-Koeffizienten der Moleküle analysiert. 
 
 
 
Abbildung 10. Experiment und Theorie der Thermo-Optischen 
Molekülanreicherung. (a,c) Sind ein thermophoretischer Fluss und eine 
Flüssigkeitsbewegung antiparallel orientiert, so können Moleküle vor einem 
Heizpunkt in einem dünnen Kanal aufkonzentriert werden. (b,d) Diese Ergebnisse 
können mit einer 3-D-Simulation erklärt werden.  
 
 
6.3 Größenbestimmung von Nanokristallen 
In Publikation VIII (akzeptiert) wird Thermophorese verwendet um den 
hydrodynamischen Radius von Nanokristallen zu bestimmen, die mit 
verschiedenen organischen Modifikationen versehen sind.  
Die zur Charakterisierung von anorganischen Kristallen häufig angewendeten 
Methoden führen oft nicht zu den gewünschten Ergebnissen. Dieses liegt zum 
einen daran, dass Methoden wie Röntgenbrechung die organischen Strukturen 
nicht abbilden können. Zum anderen aber auch an den Inhomogenitäten, die 
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durch die Modifikation auftreten können und die abhängig von der Methode das 
Ergebnis unterschiedlich stark beeinflussen. Der thermophoretischen 
Messmethode liegt zu Grunde, dass Temperaturgradienten einen 
Konzentrationsgradienten aufbauen, dessen Relaxation gemessen werden kann. 
Wird die Wärmequelle ausgeschaltet, so sinkt die Temperatur der Messkammer 
innerhalb von etwa 100 ms auf die Umgebungstemperatur ab. Daran 
anschließend wird die vergleichsweise langsame Rückdiffusion der Moleküle auf 
einer Zeitskala von etwa 1-20 s beobachtet. Auf Grund des runden Heizfokus ist 
das System radialsymmetrisch und der Konzentrationsgradient lässt sich auf 
einen eindimensionalen radialen Mittelwert reduzieren (siehe Publikation VIII, 
Fig. 4). Ein Polynomfit des Gradienten wird als Randbedingung für eine 
eindimensionale Finite-Elemente-Simulation (Femlab, Comsol) der Relaxation 
des Konzentrationsprofils verwendet. Der Diffusions-Koeffizient wird dabei 
solange angepasst, bis Simulation und Experiment in ihrer zeitlichen Entwicklung 
übereinstimmen. Über die Stokes-Einstein-Relation kann der hydrodynamische 
Radius bestimmt werden [Einstein 1905]. Insgesamt zeigt sich die Methode 
konkurrenzfähig mit den in Publikation VIII dargestellten etablierten Techniken. 
Ein großer Vorteil des hier vorgestellten Ansatzes ist es, dass der effektive 
Radius problemlos auch in einer weniger reinen Probe über einen weiten 
Konzentrationsbereich bestimmt werden kann. 
 
 
 
Abbildung 11. Größenbestimmung anhand der Relaxation des 
Konzentrationsgradienten. In der Abbildung sind radiale Konzentrationsmittelwerte 
über die Zeit gezeigt (schwarz = niedrige Konzentration, weiß = hohe 
Konzentration) (a) Durch Thermophorese wird ein Konzentrationsgradient 
aufgebaut, der nach dem Abschalten des Heizlasers abgebaut wird. (b) Eine 
Simulation der Entwicklung des radialen Konzentrationsmittels über die Zeit wird 
verwendet, um den Diffusions-Koeffizienten zu bestimmen. 
 
 
 - 36 -
7 Biomolekül Akkumulation in Hydrothermalen-
Quellen 
 
Eine sehr starke Anreicherung von Molekülen kann durch besondere 
geometrische Bedingungen erreicht werden, wie sie das erste Mal von Klaus 
Clusius [Clusius 1938] beschrieben wurden. Die Kombination von Flüssen und 
Temperaturgradienten in langen dünnen Röhren erlaubt die Anreicherung von 
kleinen Molekülen wie z.B. einzelnen Nukleotiden. Die 
Gleichgewichtskonzentration am kalten, geschlossenen Ende von sogenannten 
Clusius-Röhren kann wie folgt beschrieben werden: 
 
(27) ]42.0exp[ rTS
n
n
T
oben
unten ×∆×=  
 
Ein Röhre (r, Seitenverhältnis Länge/Breite) wird entlang einer langen Seite 
geheizt und auf der gegenüberliegenden Seite wird Wärme abgeführt. Das 
Volumen der Röhre wird dabei durch einen Konvektionsfluss permanent 
umgewälzt. Im Temperaturgradienten bewegen sich die Moleküle, ähnlich wie es 
bei der ThFFF-Technologie (siehe Abschnitt 6) geschieht, zu einer der 
begrenzenden Wände. Der laminare Fluss bewegt dabei die Moleküle immer 
wieder durch den Temperaturgradienten. Am unteren Ende scheiden sich die 
Moleküle ähnlich dem Mechanismus in Publikation VI an der Oberfläche ab. Da 
das Seitenverhältnis in den Exponenten der Gleichgewichtskonzentration 
eingeht, können in langen Röhren geringen Durchmessers auch kleine Moleküle 
mit geringen Soret-Koeffizienten exponentiell angereichert werden.  
Mögliche natürliche Vorkommen dieses Anreicherungsszenarios sind 
hydrothermale Quellen in der Tiefsee. Die Randbedingungen für eine Clusius-
Röhre, wie starke Temperaturunterschiede und poröses Gestein, liegen hier vor. 
In Publikation IX wird die Rolle von Thermophorese bei der Entstehung des 
Lebens diskutiert. Der Akkumulationsmechanismus ist eine plausible Möglichkeit 
das Grundproblem vieler Szenarien der molekularen Evolution in den Ozeanen 
zu lösen: Die tieferen Schichten der Ozeane schützen zwar organische Moleküle 
vor den herrschenden Umweltbedingungen wie z.B. starker UV-Strahlung, jedoch 
müssen diese Moleküle in gewissen Konzentrationen vorliegen, damit ein früher 
Metabolismus entstehen kann. Bei freier Diffusion in den Ozeanen ist dies jedoch 
praktisch unmöglich. Die Anreicherung im Gestein der hydrothermalen Quellen 
ist ein möglicher Ansatz, dieses  Konzentrationsproblem auf der frühen Erde zu 
lösen. 
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Abbildung 12. Molekülakkumulation in Hydrothermalen Felsspalten. (a) Das poröse 
Gestein hydrothermaler Quellen enthält dünne Kanäle mit großem Verhältnis von 
Länge zu Breite. Es können Temperaturunterschiede von mehr als 40 K über den 
Durchmesser der Kanäle erreicht werden. (b) Die Abbildung zeigt die Ergebnisse 
von Simulationen der Anreicherung in den Kanälen von hydrothermalen Quellen 
(1000 bp DNA). (c,d) Die Akkumulation ist weitgehend unabhängig von Störungen 
im Verlauf der Kapillaren im Fels. 
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8 Anwendungen von Lokalen 
Temperaturverteilungen 
 
Bisher wurden in dieser Arbeit die Anwendungsmöglichkeiten von 
Temperaturgradienten zur Erzeugung von Konzentrationsverteilungen vorgestellt. 
Aber auch ohne einen Massefluss ist es möglich, eine lokale 
Temperaturverteilung für eine Molekülcharakterisierung zu nutzen. Zum Beispiel 
können chemische Reaktionen beeinflusst werden. Naheliegend für einen 
solchen Vorgang sind sogenannte Schmelzübergänge von Nukleinsäuren oder 
Proteinen. Temperaturverteilungen lösen in diesen Fällen Strukturänderungen 
des Moleküls und eine Bewegung im Temperaturgradienten aus. Beide Effekte 
finden aber auf unterschiedlichen Zeitskalen statt und können gut voneinander 
getrennt werden. Die Reaktionsraten des Nukleinsäureschmelzübergangs sind in 
den meisten Fällen ausreichend hoch, so dass der Messzeitraum so gewählt 
werden kann, dass thermophoretische Molekülbewegungen vernachlässigbar 
sind. In Publikation X (in Vorbereitung) wird erstmals eine durch Infrarot-Laser 
induzierte Temperaturverteilung verwendet, um die Stabilität von Biomolekülen 
innerhalb von 50 ms ortsaufgelöst zu bestimmen.  
 
 
 
Abbildung 13. Zustandsverteilung eines DNA-Hairpins. (a) Die Fluoreszenz eines 
DNA-Hairpins ist bei niedrigen Temperaturen, im hybridisierten Zustand gering. 
Beim Temperaturbedingten Aufschmelzen der doppelsträngigen Strukturanteile 
nimmt die Fluoreszenz stark zu. (b) Durch lokales heizen mit einem IR-Laser 
können alle Temperaturen zwischen Raumtemperatur (außen) und 100°C (im 
Zentrum des Laserfokus) gleichzeitig erzeugt werden. Das schnelle 
Fluoreszenzsignal des Aufschmelzens erlaubt die Messung der Stabilität als Maß 
für die Stabilität eines Biomoleküls in nur 50 ms. 
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9 Ausblick 
 
Die Aufklärung der mikroskopischen Ursache thermophoretischer 
Molekülbewegung stand im Mittelpunkt dieser Arbeit. Darüber hinaus machen es 
die optisch erzeugten Temperaturgradienten auch möglich neue Anwendungen 
für Biowissenschaften und Biotechnologie zu entwickeln.  
Der Soret-Koeffizient ist ein Marker für die Oberflächeneigenschaften von 
gelösten Molekülen, wodurch intermolekulare Wechselwirkungen und 
Änderungen der Partikel Oberfläche/Struktur detektiert werden können. Die 
Messung mittels Temperaturgradienten unterscheidet sich darin deutlich von 
vielen gängigen Messprinzipien: Es können auch Änderungen der Eigenschaften 
eines Moleküls nachgewiesen werden können, die nicht auf einer 
Größenänderung beruhen. Erste Vorversuche zeigen, dass die Bindung von 
PEG-Molekülen (5-20 kDa) an Nanokristalle nachgewiesen und die Anzahl der 
gebundenen Moleküle bestimmt werden kann. Dieses erlaubt außerdem eine 
Quantifizierung der Solvatationsentropie dieser Moleküle und lässt den Schluss 
zu, dass auch die Bindung von Proteinen, die meist ein höheres 
Molekulargewicht besitzen, ebenfalls auf diese Weise nachgewiesen werden 
kann. 
In ersten Experimenten konnten auch größenneutrale Bindungsereignisse, wie 
die Bindung einer kurzen einzelsträngigen DNA von 40 Basen Länge an einen 
wesentlich größeren 25 nm großen Nanopartikel, nachgewiesen werden. Die 
Änderung der Solvatationsentropie durch die Bindung manifestiert sich in diesem 
Fall in einem größeren Soret-Koeffizienten, der innerhalb von wenigen Sekunden 
gemessen werden kann. 
In diesem Zusammenhang soll zukünftig ebenfalls die Sequenzabhängigkeit der 
Thermophorese von kurzen DNA Molekülen analysiert werden. Längerfristig 
sollen auf diese Weise Modifikationen der DNA durch mutagene Substanzen wie 
Zytostatica nachgewiesen werden.  
Bei Molekülen mit komplexen Faltungsstrukturen, wie dieses z.B. bei Proteinen 
der Fall ist, lassen sich mittels Thermophorese Strukturänderungen messen. Ein 
einzelner Fluoreszenzmarker genügt dabei, um Information über das gesamte 
Molekül zu erhalten, da der Soret-Koeffizient die Solvatationsenergie des 
gesamten Moleküls widerspiegelt. Dieser Zusammenhang zwischen 
Thermophorese und Proteinstruktur konnte in einem Vorversuch verifiziert 
werden. Die Strukturänderungen eines Proteins bei unterschiedlichen 
Temperaturen konnte gemessen werden. 
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Die schnellen Heiz- und Kühlraten, die beim optischen Heizen dünner 
Flüssigkeitsschichten erreicht werden, können weiterhin genutzt werden, um 
Zeitkonstanten für chemische Reaktionen, wie das Hybridisieren von 
komplementären DNA-Strängen nach thermischer Denaturierung zu erhalten. 
In Kombination mit den wesentlichen Vorteilen der thermophoretischen 
Molekülcharakterisierung, wie Kontaktfreiheit und hoher Messgeschwindigkeit, 
können die Eigenschaften von Biomolekülen effizient auf neue Art und Weise 
untersucht werden. 
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We present here a novel method for measuring the melting curve of 
biomolecules within 50 ms. It is based on fluorescence microscopy extended by 
an infrared laser scanning unit for optical heating of aqueous solutions. The 
spatial temperature distribution obtained in solution bypasses the time limiting 
step of ordinary thermal denaturation experiments. The method is of great 
interest for high throughput screening of single nucleotides Polymorphisms 
(SNP) in biotechnology and for fast genotyping in medicine. 
 
 
Measuring stabilities of biomolecules and especially oligonucleotides is of great 
importance in the field of life science and biotechnology. In most cases thermal 
denaturation experiments are used [1] to obtain information about sequence and 
structure of a molecule. The state of a molecule is recorded optically and plotted 
against the respective temperature, yielding a so called melting curve [2, 3].  
A characteristic feature of DNA melting curves is that the transition from a double 
stranded to a single stranded form takes place in a narrow temperature range. An 
appropiate description for this transition is a two state model allowing the determination 
of thermodynamic properties like change in free enthalpy and entropy of reaction. 
However for any quantitative analysis the denaturation experiment must contain 
information about a wide temperature range, since to obtain the midtransition value the 
completely closed and open states have to be measured.  
 
In well established fluorimeter setups heating of a tiny sample volume inside a 
comparably large cuvette is achieved by mechanical contact to a heat bath. Since the 
whole system has to be equilibrated thermally at each temperature, the whole process 
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is very time consuming. In currently available systems the measurement of a melting 
curve takes more than 30 min. 
We developed an all optical method to determine thermal stabilities of biomolecules in 
less than 50 ms. The slow heating of well established methods is bypassed by 
generating the temperatures optically by an infrared (IR) Laser within a sub microliter 
volume. The temporal separation of temperatures is replaced by a spatial temperature 
distribution.  
 
As a side effect, temperature field induce a directed motion of molecules, a process 
termed thermophoresis or Soret-effect. Only with the precise knowledge [6] of this 
effect it is possible to find optimized the experiments.  
In experiments an optical signal which reports the conformation of a molecule is 
recorded. As a model system to test the method presented here a DNA hairpin labelled 
with a fluophore quencher pair was chosen. The molecule is of great biological interest 
[4] and exhibits strong fluorescence increase upon thermal denaturation [5].  
 
The method described within this work generates broad spacial temperature 
distributions by focussing infrared laser radiation into an aqueous solution of 20 µm in 
height. Temperatures spanning the whole range between ambient temperature and 
100°C are created almost instantaneously in a field of view of 200x200 µm imaged on a 
CCD device. This way a complete denaturation experiment is obtained within 50 ms in 
a volume of 100 nl (Fig. 1). 
As a local heat source a continous wave infrared laser (IR laser) is focussed in a 20 µm 
thin microfluidic chamber. The temperature dependent fluorescence signal of 
tetramethylrhodamine (TAMRA, Invitrogen) in 1x sodium chloride-sodium citrate-buffer 
is measured. The decrease of fluorescence with temperature is used to determine the 
temperature created in the microfluidic chamber. The temperature dependence of the 
fluorescence is known from an independent fluorimeter measurement. 
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Figure 1 Experimental setup and time course of experiment. (a) Fluorecence from molecules in a 
20 µm thin sheet of water is imaged on a CCD camera. An almost two dimensional temperature 
distribution is created within the solution by focussing an infrared laser into the solution. Structural 
changes induced by temperature are montiored by a fluorescence change.(b) To determine a 
melting curve within 50 ms a precise synchronisation between laser heating and time point of 
exposure is crucial. In this figure the fluorescence change of a single pixel (e.g. in the center of a 
heat spot) due to an increase and a following decrease in temperature is shown. The temperature 
increase is very fast as is the response of the hairpin. After the laser is turned off the temperature 
relaxes and the hairpin changes to its double stranded form. The reannealing is presented 
disproportionate slow in this figure. 
 
 
The state of the DNA hairpin is observed by fluorecence microscopy of the fluorophore 
quencher pair. Strand separation is reported by an increase of the probes’ fluorescence 
(Fig 1b. solid line).  
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exposure time is taken to determine the distribution of open and closed states of the 
tensity is used for the analysis. Figure.2b shows the baseline corrected [1] “Snapshot” 
melting curve and the corresponding thermal denaturation experiment measured in a 
rt the 
hairpin. Though only a trigger signal and no high frame rate is needed. The first image 
is taken to determine the base line and to correct for inhomogenous illumination. 
Since the laser heat spot is of circular symmetry, a radial average of fluorescence 
in
standard fluorimeter. Within the error of experiment melting curve measured in 50 ms is 
in good agreement with the 1h control experiment.  
 
However, the use of spatial temperature distributions poses important boundary 
conditions on the measurement protocol regarding the length and point in time of 
exposure: Each subvolume imaged on a pixel of a CCD camera should repo
structural state of a molecule at the temperature assigned to that respective part of the 
system. Therefore the exposure time should be well below the characteristic time the 
molecules need to diffuse into a segment of different temperature.  
 
Dtx 2=  
 
Within the exposure time a molecule diffuses approximately 1.5 µm which is about the 
size of a pixel. This indicates that a molecule of the size of a DNA hairpin stays during 
the measurement within the spatial domain imaged on a single pixel of the camera 
device. However since the opening an closing rates of the molecule are within the 
microsecond to 1 ms range [5], the molecules immediately respond on the temperature 
change of their surrounding. So no severe deviation from the results of other 
techniques is expected. 
A second concern is that the concentration of molecules within a segment has to be 
onstant until the second image is taken. During laser irradiation concentration is 
                                                                            (1) 
 
with the thermophoretic mobility . The molecule concentration in steady state for a 
c
changed due to a directed molecule flow induced by the temperature gradients. This 
effect is known as thermophoresis or Soret effect [Ref Ludwig]. Only through the 
knowledge of DNA thermophoresis [6] it was possible to optimize conditions were the 
directed movement can be neglected. The molecule drift induced by thermophoresis 
can be described as follows: 
 
TDv ∇−=                                         T
T
given temperature difference is given by [3]: 
D
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)(
0
exp TST
c
c ∆−=                                                                                                                (2) 
with the Soret Coefficient (
D
S T=
influence the results more strongly than comparably low temperature gradients in the 
radial direction. Molecules are driven to the cold glass surfaces by thermophoresis, 
changing the distribution of states by increasing the amount of closed states. Numerical 
simulations of the parabolic 
DT
). Assuming a negligible concentration gradient at 
e beginning of laser irridation, a typical time scale for the thermophoretic movement 
curvature of the temperature: 
 
                                                                                                               (3) 
 
It turns out that the temperature gradients in z-direction, towards the glass surfaces 
temperature distribution (Femlab, Comsol) within the 
icrofluidic chamber result in a curvature of 0.17 K/µm2. For a temperature difference 
of 20 K in the  
ach steady state is 1.2 s. Therefore the concentration change in the center after 
 
 
 
dard tec  
e coincides  
) The sa
th
can be derived. This timescale is given by the thermophoretic mobility and the 
1)( −∆≈ TDTsτ
 center of the heat spot a characteristic time for short oligonucleotides to
m
re
40 ms is only 3%. Please note, that this is a worst case scenario, since diffusion 
counteracts this effect. At positions with a lower temperature difference this effect is 
even less pronounced.  
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In a setting with spatial inhomogenous temperatures, also convection has to be taken 
into account. According to recent simulations of our experimental setting [3,7] a 
convection speed of about 10 µm/s in the vicinity of the heat spot is possible. However 
ithin the measurement time of 50 ms the convection is negligible. 
The rate constants for opening and closing reaction of the hairpin are well known and 
w
are within the microsecond to 1 ms range. Therefore the melting reaction can be 
considered as equilibrated allowing for the determination of standard enthalpy ( 0H∆ ) 
and entropy ) of reaction (Fig. 2b): 
 
                                                                                   (4) 
ining the fraction of 
( 0S∆
closed to open states of the hairpin molecules. aK  can be dervied from the fraction of 
open states as )1/( φφ −=K . Where  can be derived from the fluorescence signal 
ab
aF
−
−
000
a
 
The value of the association constant ( aK ) is extracted by determ
)ln( STHKRTG ∆−∆=−=∆
r 0H∆  as slope and 0S∆ as intercept: 
a
F: =φ
orescenc
Temperature yields the 
, where a is the flu
e signal of
value fo
)ln( aK
00 /)ln( STHKR ∆+∆−=                                                                                       (5) 
 
To conclude, we method for fast high precision melting curve analysis. 
the rate limiting steps of conventional melting curve analysis and accelerates the 
analysis more than 10.000 times. This is of particular in for the area of high 
orescence signal of the fully closed state and b the 
u  the fully open state. Plotting of  versus the inverse fl
 
a     
developed a 
Based on optical generated spatial temperature distributions the method circumvents 
terest 
throughput screening in biotechnology and fast genotyping in medicine.  
Beside determination of thermodynamic properties, this technique will allow the 
evaluation of complete kinetic schemes since melting curves for bimolecular reactions 
will be out of equilibrium
annelaing after denaturation (Fig. 1a) contains both, the on and off rate. 
 entirely governed by the denaturation rate, while the 
re
 
 
Material. The used DNA was bought from biomers.net. We used DNA of the following 
sequences: HpAlpha: 5’-Hex-GCAC GCA T CG CTC TT CAT TAG AAC T A TGC 
GTGC-Dabcyl-3’. 
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Infrared Temperature Control. The spatial temperature distribution was generated by 
aqueous absorption of a fibre coupled IR-Laser with a wavelength of 1455nm and a 
maximum output power of 5 W cw (Raman Fibre Laser RLD-5-1455; IPG Photonics 
Corporation). Water has a strong absorption at this wavelength with an attenuation 
ngth of 305µm. In the experiments we used a maximum laser power of 1 W. The laser 
eam was moderately focused with a lens of 8 mm focal distance. Typically the 
f a temperature-dependend fluorescence signal of the dye 
," J Mol Biol 5, 109-118 (1962). 
ermophoretic Depletion Follows Boltzmann Distribution 
RL 96, 168301 (2006) 
[4] Zazopoulos, E., Lalli, E., Stocco, D.M. and Sassone-Corsi, P. Nature (London) 390, 311-315 
997) 
] Bonnet, G., Krichevsky, O. and Albert Libchaber PNAS 95, pp. 8602-8606 (1998) 
] S. Duhr and D. Braun, “Why molecules move in a temperature gradient,” PNAS ,103, 19678-
9682 (2006) 
[7] Stefan Duhr, Silvia Arduini and Dieter Braun, Thermophoresis of DNA determined by 
orescence, Europ. Phys. J. E 15, 277-286 (2004) 
 
 
 
le
b
temperature at the laser spot was raised by 60K  whereas the temperature stays near 
room-temperature at a distance of 200µm to the spot. The temperature was measured 
with the use o
tetramethylrhodamine in 1x sodium chloride-sodium citrate-buffer.  
Fluorescence Detection. We performed the experiments with a fluorescence 
microscope (AxioTech Vario; Zeiss) featuring an oil immersion objective (40x 
magnification, 1.3 numerical aperture, Zeiss "FLUAR" corrected for 170µm cover slips). 
As light source xxx is used. We used a filter set consisting of an excitation filter 
(HQ545/30; AHF), beamsplitter (Q570lp; AHF) and emission filter (HQ585/40; AHF). 
Detection was provided with a 12-bit ccd camera (Sensicam QE; PCO AG). Both 
detection and illumination were conducted through the same objective. Images were 
taken with non saturated pixels. 
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